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Bp base pair  碱基对 
DDW  double distilled water  双蒸水 
DEPC  diethypyrocarbonate  焦碳酸二乙脂 
DMSO  dimethyl sulfoxide  二甲亚砜 
DMS dimethyl sulfide  二甲基硫 
DNA  deoxyribonucleic acid  脱氧核糖核酸 
dNTP  deoxyribonucleoside triphosphate  脱氧核苷三
磷酸 
Taq   Thermos aquatics  热聚合酶 
CDNA     complementary DNA  互补 DNA 
E.coli  Escherichia coli  大肠杆菌 
LB  Luria Borth medium  肉汤培养基 
OD  optical density  光密度 
PCR  polymerase chain reaction  聚合酶链式反应 
RNA  ribonucleic acid  核糖核酸 
SDS  sodium dodecyl sulfate  十二烷基磺酸钠 
TAE  Tris/acetate electrophoresis buffer  Tris/醋
酸电泳缓冲液 

























深海细菌 Shewanella piezotolerans WP3 分离自西太平洋 1.9km 深的海
底沉积物，可以利用硝酸盐、亚硝酸盐、延胡索酸盐、TMAO、DMSO 以及不可溶
三 价 铁 作 为 电 子 受 体 进 行 厌 氧 呼 吸 。 文 章 以 深 海 细 菌 Shewanella 
piezotolerans WP3 为研究对象，首先通过生物信息学方法对 WP3 全基因组进




具有两套 nap 基因，一套带有 napC，另一套没有。而在其它细菌中只有个别菌
种拥有两套 nap基因。 
为了揭示产生 Shewanella 属中这一特性的原因，以及同时具有两套 nap
基因在进化上的意义这两个问题，我们又对这两套 nap 基因在不同条件下的转
录水平，两种硝酸盐还原酶在进化上的分类，突变株和野生型的竞争性实验进
行了分析。实验结果发现，napC 基因的缺失会造成生长缺陷，而 napA2 的缺失
会使菌株生长得更好。与此同时竞争性实验发现 napA2 缺失突变相比野生型菌
株更加具有生存优势。进一步研究发现 WP3 的 nap2 基因簇可能是 Shewanella
属中较古老的 nap 基因，它进入希瓦氏菌的时间较早，而 nap1 基因簇可能是在
进化后期通过水平转移而从 Vibrio 属获得的。nap1 基因簇会受低温诱导的特





































Bacterial anaerobic respiration is not only the mechanism to survive 
under different environments, but also a primary means by which 
bacterium participate directly in biogeochemical cycles. Microbial 
nitrate and nitrite reduction is an important part of nitrogen cycle, 
the reduction of nitrate can dissipate redundant reducing power，
while nitrite reduction can generate ATP and relieve nitrite toxin 
effect, moreover the respiration product ammonia can be utilized as 
nitrogen source. Shewanella species which are ubiquitous in marine 
environment play a very important role in global carbon and nitrogen 
cycle. They are the ideal material to study bacterial adaptation 
mechanism and metabolism. 
Shewanella piezotolerans WP3 which was originally isolated from 
west pacific ocean 1.9km deep sediment can use nitrate, nitrite, 
fumarate, trimethylamine N-oxide (TMAO), DMSO and insoluble Fe(III) 
as terminal electron acceptors during anaerobic growth. In this study, 
genes which encode nitrate and nitrite reductases in WP3 were found 
by bioinformation methods. There are two sets of gene(napD1A1B1C and 
napD2A2B2) encoding periplasmic nitrate reductase, and five nitrite 
reductase genes(nrfA). Then a series of nap and nrf gene deletion 
mutants were constructed. Through the physiological characterization 
of the mutants, we found that both of the nap gene operons are 
functional and relatively individual. And stastics analysis results 
show that most of the strains in Shewanella genus contain two nap. 
And beyond Shewanella only several bacterial genomes have two nap. 
In order to reveal the origin of these two nap gene operons, and 
the meaning of possessing two sets of gene in evolution, advanced 















nap in transcription level, mutants’ phenotype and study their 
phylogeny and competition assay of napA deletion mutants and wild 
type. The results show that a ΔnapC mutant present growth deficiency, 
while ΔnapA2 mutant performs better growth than wild type. Advanced 
studies indicate that nap1 gene cluster may be Shewanella origin, 
while nap2 is gained by horizontal transfer from Vibrio. Moreover the 
transcriptional properties of WP3 reflect the adaptation mechanism to 
deep sea environment. 
As a conclusion, Shewanella may use multi-function electron 
transport protein such as CymA at the beginning, and acquire 
dedicated electron transfer proteins such as NapC for environmental 
adaptation. 
 




























图 1－1 细菌氮循环以及参与各个途径的关键酶 







































表 1-1 三种细菌硝酸盐还原酶的异同 
Table 1-1 Comparison of three types nitrate reductase 
特征 同化硝酸盐还原 异化硝酸盐还原 
硝酸盐呼吸 硝酸盐还原 
硝酸盐还原酶 同化作用 Nas 呼吸作用 Nar 异化作用 Nap 



























结构基因 nasCA／narB narGHI napAB 
非蛋白组分 FAD, FeS, MGD cytb, FeS, MGD cytc, FeS, MGD 




O2 否 是 否／是 
NH4
＋ 





是 是 否／是 
 
表 1-2 四种亚硝酸盐还原酶的异同 






亚硝酸盐还原酶 同化作用 Nas 呼吸作用 Nir 呼吸作用 Nrf 异化作用 Nir 

















结构基因 nasB／nirA nirS／nirK nrfA nirBD 
非蛋白组分 FAD, FeS, 
siroheme 
cytcd1／Cu cytc FAD, FeS, 
siroheme 








O2 否 是 是 是 
NH4
＋ 












在三种硝酸盐还原酶 Nar、Nas 和 Nap，如 Paracoccus pantotrophus [7]；也可















套酶，如 Shewanella oneidensis 中只有一套 Nap[9]。额外的硝酸盐还原酶的生
物学意义是人们关注的焦点，这也让研究微生物中多套硝酸盐还原酶的具体生
理功能和调控方式成为近年来的研究热点。如在反硝化细菌 Paracoccus 
pantotrophus 和 Paracoccus denitrificans 中，Nar 主要在厌氧反硝化生长时
起作用，然而 Nap 主要在好氧反硝化的时候表达，在还原性底物（如丁酸盐）
的培养基中 Nap 的表达要高过氧化性底物（如苹果酸盐）培养基，在这里 Nap
的作用是排除多余的还原力。在带有环式光合电子传递系统的光合细菌中，许
多细菌包括 Rhodobacter capsulatus 和 Rhodobacter sphaeroides 都可以表达
Nap，而且发现硝酸盐还原能使因为过度还原而波动的环式电子传递系统再次平
衡[10]。在 Esherichia coli 中拥有两套 Nar 和一套 Nap，Nap 主要在低浓度硝酸
盐的环境下表达，在高浓度硝酸盐时被抑制，这有助于在低浓度下的厌氧硝酸
盐呼吸[6]；而第一套 Nar 在高浓度硝酸盐时表达[6, 11]，第二套 Nar 只有当细菌在
压迫环境下才表达，有可能是 RpoS（饥饿压迫应答）调控系统的一部分[12]。近
年来发现大部分希瓦氏属细菌同时带有两套 Nap，而在其它属中却很少发现，








putrefaciens，再进行一步生化性质鉴定后于 1941 年重新定名为 Pseudomonas 
putrefaciens，随着科技的进步，更先进分类手段的应用，最终在 1985 年，基
于 5SrRNA 序列信息的分类，将这株菌归入新的属，并以 Shewanella 命名新属，
以纪念 James M. Shewan 博士并表彰其对渔业微生物的贡献[14]。现在，基于
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